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die Nucleobasen als Seitengruppen aufweisen, mittels 
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beschrieben. Aufgrund der Multi komponenten Natur der 
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Antigentherapeutikum oder Diagnostikum angepafct wer- 
den. 



CO 

o 

CM 

o 



BUNDESDRUCKEREI 11.98 802 064/5/1 23 



NSDOCID: <DE 197201 65A1_L> 



10 



DE 197 20 165 A 1 

Beschreibung 

Hi • Nucleobasen als SeUengruppcn aufwcisen. 

Die Erfindung beinfli em ' . derUgi Reaktion. Wxnrc «ion ciimwirfcen wurdc ersl.nals 

milieh Muhi Komponenten R"» to, « K "-.^ (p NA ) regulierend mil die ^f/^M™ shyach . 
""Eds poWmeren V^^J^SSS^. A- ^ M ' G " ^ rwX) ' Review: Yu. P. Sha- 

in den 60er Jahren von Svachtan « "* ^ Tumors (in russ.se h JR* ^"g ^ habcn Zamecnik unci 

Vor«;chicdenc Substanzen behnden sicn 
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una , ^otiirlirhen Sense auai^w 

3. solLe die SequenzdesnaturlKhenb Nielsen el al. beschriebene PNA erwiesen 

spczifi.a. zuruekzuluhre^Dve ^NA ton ^ ^ p N A-Strange die ; DNA Doppe ationskom piex„nme.ika 

Oder RNA. Weuerhm vern ogen ryn sind poten uelle in vi vo Anwendung mUssen ater 

30 (PNA);ON A Tripelhehx zu Wden. Sole h Gene ^ ^ auszusch^n Fur erne m g . g Die ^ 

und n>un konn.c dann. in to ^J^^ und optimiert werien. Z Bas. ^ un ter unphysiologisehen Salz- 
noch diverse Eigense ^««^™^ nur be i Pyrinndin-reichen PNA* W unfln ^ _ ^ 

(PNAfcDNA Tripelhe »« und sind schleelu "^^^.SLr DNA oder RNA. Es wird auch 

LnAMUraiiouen Mali. PNA s aggreg ff" Bindungskonsianten an d.eZ. e lstruK 

wohl parallel als auchunnprf d ™«^ chtet (epo 672 677 A2) Ben Zahl VO n Vananten 

uber slarke ey.o.ox.sehe bttekie der ™ A e pNA , s am effek tivsten d"^Sc^mng «n 8 temati schen und 
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Formel I 

Uennzeichnet, daB Verbindungen der Formeln 
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R r G m 

R 2 -G(0)-R 3 IV unci 

ON-X-NPG V 5 

in einem ersten Schriu gcgebenen falls gleichzeitig miteinander unigeseizt werden, 
gcgcbencnfalls eine oder mehrere Schutzgruppen entfcrni werden 
und die Reaktion m-inal wiederholt wird, 

wobei das Produki des jeweils vorangegangenen Schriu.es nach dem ersten Schritt anstelle der Verbindung mil der For- 10 

mel Ueingesetzt wird, 

wobei 

ni 0 oder eine ganze Zahl von 1 bis 1000, vorzugsweise 1 bis 300 ist, 

A ein in der Ugi Reaktion ublicher Rest der Aminkomponente wie ein Wasscrstofiatom, ein Substituent, (Cyclo-)Alkyl, 
(Cyclo-)Alkenyl, (Cyclo-)Alkinyl, Aroyl, Heteroaroyl, ein Heterocyclus, ein Fluoreszenzmarker, ein Intercalator, ein 15 
Antibiotikum, ein Minor Groove Binder, ein Major Groove Binder, ein Biotinylrest, ein intercalierender Rest, ein alky- 
lierender Rest, ein Steroid, ein Lipid, ein Polyamin, ein die Zeilaufnahme erleichterndes Agens, ein Saccharid oder Oli- 
gosaccharid, ein Antisensepolymer, ein Peptid, ein Antikorper-Konjugat, ein synthetisches Polymer oder eine entspre- 
chend modifizierte Oberflache ist, 

B ein Wasserstoffatom, ein Substituent, (Cyclo-)Alkyl, (Cyclo-)Alkenyl, (Cyclo-)Alkinyl, Aroyl, Heteroaroyl, ein Hete- 20 
rocyclus, ein Fluoreszenzmarker. ein Intercalator, ein Antibiotikum, ein Minor (iroove Binder, ein Major Groove Binder, 
ein Biotinylrest, ein intercalierender Rest, ein aLkylierender Rest, ein Steroid, ein Lipid, ein Polyamin, ein die Zellauf- 
nahme erleichterndes Agens, ein Saccharid oder Oiigosaccharid, ein Antisensepolymer, ein Peptid, ein Antikorper-Kon- 
jugat, ein synthetisches Polymer oder eine entsprechend modifizierte Oberflache oder ein Rest X--NPG der Verbindung 
V ist, 25 
Rl-G aus Strukturen der folgenden Formeln ausgewahlt wird: 
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wobei die Gruppe RpG iiber einen molekularen Spacer uber Ri oder R oder R4 mit der Verbindung der Formel IV ver- 
kniipft sein kann; 

Ri und R unabhangig voneinander ein in der Ugi Reaktion ublicher Rest der Saurekomponente wie H, ein Substituent, 
(Cyclo-)Alkyl, (Cyclo-)Alkenyl, (Cyclo-)Alkinyl, Aroyl, Heteroaroyl, ein Heterocyclus, ein Fluoreszenzmarker, ein In- 50 
tercalator, ein Antibiotikum, ein Minor Groove Binder, ein Major Groove Binder, ein Biotinylrest, ein intercalierender 
Rest, ein alkylierender Rest, ein Steroid, ein Lipid, ein Polyamin, ein Saccharid oder Oiigosaccharid, ein Antisenspoly- 
mer, ein Peptid, ein Antikorper-Konjugat, ein synthetisches Polymer oder eine entsprechend modifizierte Oberflache, 
oder von den naturlichen Nucleobasen oder von synthetischen Nucleobasen abgeleitete Reste sind; 

L, M, T und Z unabhangig voneinander O, S oder NR4 bedeuten, wobei R4 H, Fluor, (Cycio-)Alkyl, (Cyclo-)Alkenyl, 55 
(Cyclo-)Alkinyl, Aroyl, Heteroaroyl, Heterocyclus oder -0(Cyclo-)Alkyl, -OAroyl, -S(Cyclo-)Alkyl, -SAroyl bedeuten; 
R2 und R3 unabhangig voneinander ein in der Ugi Reaktion ublicher Rest der Oxokomponente wie H, ein Substituent, 
(Cyclo-)Alkyl, (Cyclo-)Alkenyl, (Cyclo-)Alkinyl, Aroyl, Heteroaroyl, ein Heterocyclus, ein Fluoreszenzmarker, ein In- 
tercalator, ein Antibiotikum, ein Minor Groove Binder, ein Major Groove Binder, ein Biotinylrest, ein intercalierender 
Rest, ein alkylierender Rest, ein Steroid, ein Lipid, ein Polyamin, ein iiber einen Ami n spacer verkniipftes Saccharid oder 60 
Oiigosaccharid, ein Antisensemolekul, ein Peptid, ein Antikorper-Konjugat, ein synthetisches Polymer, eine modifizierte 
Oberflache oder ein Verzweigungspunkt P sind, der wiederum Ausgangspunkt ftir einen weiteren DNA-, RNA-, PNA- 
oder Peptidstrang oder ein anderes Oligomer oder Polymer ist, 
X die folgende Struktur aufweist: 

65 



3 



3NSDOCID: <DE 1 97201 65A1_I_> 

L 



DE 197 20 165 A 1 



[U -NR 5 PG] a 



-NR 5 -K n -Q-Y c - 



VI 



10 

[W c -NR 5 PG] b 



PC unabhangig voneinander gegebcnenfalls orthogonale Schutzgruppen wie Aitiinschutzgrupper, aus der Klasse der N- 
AcyldeS 

1 s die Reste R 5 unabhangig voneinander Wasserstoffatome, unsubstituierle oder substitute Alkyl-, Cy doalkyl-, Alkoxy 
Sl^^^ Oder substitute Alkyl, Alkeny.-, Alkinyl Alka- 

noyK ALoxy^kanoyT- Cycloa.kyl- oder Arylgruppen. unsubstituiene oder substituierle Hetetocyc.en oder d.e Oruppe 

Ms darstellen. wobei R<; wie vorstehend definiert ist; 
on a b c n o und p unabhangig voneinander eine ganze Zahl von 0-10 vorzugsweise 0-5 sind; ,„,,,,, 

Q eine unsubsdtuierte odefsubstituierte Alkyl-, Aryl-, Alkenyl, Alkinyl-, ein- oder mehrwertige Alkanoyl- <-yc£W- 
Alkoxvalkanoyl- Cycloalkanoyl-, Aroylgruppe oder einen unsubstituierten oder subst.tuierten Heterocyclus, oder e.ne 
der GmWer R W P(S). B, BR 5 oder S0 2 darstellt, wobei R 5 wie vorstehend definiert is. und die Indices a, b, o 
und p jeweils entsprechende Werte aufweisen; 
*yc v eine Oxo Thio Seleno oder Iminogruppe darstellt, und 

LTd2 ^folgend;" StruRturen ausgelahH wird, wobei der obere vertikale Strich die Bindung zu R t ver- 
tikale Strich die Bindung zum Stickstoffatom dcr Hauptkcttc des Polymers in der allgcmcinen Formcl I darstellt. 
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wobei R, H einen Substituent, (Cyclo-)Alkyl, (Cyclo-)Alkenyl, (Cyclo-)Alkinyl, Aroyl, Heteroaroyl, Heterocyclus dar- 
Ttellt i^t ir MaBgabe, daB mindestens einer der Reste R oder R, in der Verbindung der Formel I em von e.ner naturli- 
chen oder svnthetischen Nucleobase abgeleiteter Rest ist (Anspruch 1). 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsfom ist das Verfahren dadurch gekennzeichnet, daB: d,e Fluoreszenzmarker Flue, 
rescetn Texas Rot Lissamin Rhodamin, Cyanin oder Rhodamin. die Intercalatoren Psoralen^Acnd.n, Phenanthrohn em 
SSKtad Komplex oder EUipticin sind, die Antibiotika Endiine, p-Lactame, X^tracycUne Anthraeycl^ne, 
Polvether Mitomycin-artige, Phosphomycin-artige, Macrolide, Bleomycin-artige oder em A.mnoglycosid s nd, der Mi- 
no Groove Binder Netropsin oder Distamycin ist. das Polyamin ein Spermidin-arUges Polyannn ist, das Anusensepoly- 
mer e n DNA- (5' oder 3 F verknupn) oder RNA-Strang (5' oder 3' verknupft) oder ein Phosphoth.oa, ,st, das Peptid N- 
oder C-terminal verknupft ist, das Antikorper-Konjugat aus Antikorperkonjugaten ausgewahlt w.rd, die zel spez.fi che 
Aufnahme gewahren, spLifische Carriersysteme ansprcchen oder Endoeytose bewtrken, das synthetische Polymer CPG, 
Wang oaerTentagel ist die naturlichen Nucleobasen Adenin, Thymin, Guanin, Cytosin oder Uracil sind und die synthe- 
tischf n Nucleobasen Pseudouracil, 5-Propinyluracil, 5-Hexenyluracil, 5-Fluorcytid.n, 5-Hydroxymethylurac,l, 5-Me- 
thylcytidin, 5-Bromcytidin und Verbindungen der folgenden Formeln sind 
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wobei R 8 und R 9 unabhangig voneinander H, (Cyclo-)AIkyl, (Cyclo-)Alkenyl, (Cyclo-)Alkinyl, Aroyl, Heteroaroyl, He- 10 
tcrocyclus, Chlor oder Fluor sind, R 10 = Fluor, Brom, Jod, Chlor, Alkinyl, (Cyclo-)Alkyk Aroyl, Heteroaroyl oder II isl, 
und n = 1-20, bevorzugt 1-10 und besonders bevorzugt 1-5 isl, wobei die Seitengruppen der Basen mil deni Fachmann 
bekannien Schutzgruppen, wie z. B. tert-Buly I benzoyl, p-Methoxyhcnzyl, iso-Butanoyl geschLitzt sein konnen. 

Alle bisherigen und im folgenden genannten funklionellen Einhciien wie Antibiotika, Groove Binder, Antisensemole- 
kiile, Steroide, Antikorperkonjugale, Interkalatoren und Oligosaccharide konnen uber einen geeignet konstruierten Spa- 15 
cer an das Hauptpolymer gebunden werden. Geeignei meint mindestens eine funktionelle Gruppe der Ugi-Reaktion wie 
Oxo-, Saure-, Amin- oder Isocyano-Funktion enthaltend. Geeignet kann aber auch eine sonstige funktionelle Gruppe be- 
deuten, uber die der Fachmann zwei molekulare Einheiten miteinander verbindet. 

Die Schutzgruppen PG sind an sich iibliche leicht abspaltbare (temporare) Schutzgruppen fur Amingruppen. Anson- 
sten miiBlen zur ihrer Abspaltung zu drastische Bedingungen eingesetzt werden, welche zu unerwunschten Nebenreak- 20 
tionen oder sogar zur Zersetzung der Reaktionsprodukte fiihren konnen. Bevorzugt stellen die Schutzgruppen N- 
Acylderivate, N-Alkylderivate oder Azidgruppen dar r und besonders werden N-Acyl-, N-Sulfonyl-, N-Alkyl-, N-Silyl- 
schutzgruppen wie z. B. tert.-Boc-, Alloc-, Fmoc-, Moz-, Z-, Tr-, MMTr-, DMTr-, Pixyl-, TBDMS-Schutzgruppen, Salze 
des Amins bevorzugt. 

Die Reste R 5 stellen bevorzugt unabhangig voneinander Wasserstolfatome, oder unsubstituierte oder substituierte Al- 25 
kyl-, Aryl-, Cycloalkylgruppen oder Heterocycien, insbesondere sterisch wenig anspruchsvolle Gruppen, wie Alkyl, 
Aryl, Cycloalkyl, Heterocycien und besonders bevorzugt Wasscrstoffatomc dar, da primarc Amine mcist rcaktivcr sind 
als sekundare Amine [I. Ugi, Angew. Chem. 74, 9 (1962)]. 

Die Reste U, W, K und Y stellen bevorzugt unabhangig voneinander unsubstituierte oder substituierte Alkyl-, Cyclo- 
alkyl- oder Arylgruppen und besonders bevorzugt Methylen-, Ethylen-, Propylen-, Heptylen-, Octylen-, Nonylen-, Ox- 30 
ymethylen-, Oxyethylen-, Cyclohexyl-, Phenylgruppen und Heterocycien dar. 

Die Indices a, b, m, n, o und p sind bevorzugt unabhangig voneinander ganze Zahlen von 0-50, starker bevorzugt von 
0-20 bzw. von 0-10, noch starker bevorzugt von 0-5 und besonders bevorzugt von 0-3 und am starksten bevorzugt sind 
a, b, p und o 0 und sind m und n 0, 1 oder 2. 

Der Rest Q stellt bevorzugt mindestens eine unsubstituierte Alkyl-, Aroyl- oder Arylgruppe oder einen unsubstituier- 35 
ten oder substituierten Heterocyclus und besonders bevorzugt Methylen-, Ethylen-, Propylen-, Oxymethylen-, Oxyethy- 
len-, Dioxymethylen-, 1,2-Dioxyethylen-, Cyclohexyl-, Phenylgruppen, N und Heterocycien dar. " 

Verbindungen der Formel V konnen dadurch hergestellt werden, daB eine Verbindung der Formel VII 

[U p -NRH] a 40 



HNR-K n -Q-Y m -NH 2 (VII ) 



[W Q -NRH] b 

50 

mit den wie vorstehend definierten Gmppen PG, die voneinander unabhangig sein konnen, mil ublichen Verfahren ge- 
schiitzt wird, wodurch eine Verbindung der Formel VIII hergestellt wird 

[Up- NRPG] a 55 
I 

PGNR-K n -Q-Y m -NH 2 (VIII) 

60 

1 

[W 0 -NRPG] b 

65 

wobei die Reste und Indices wie vorstehend definiert sind, und dann die Verbindung der Formel VTTT mit ublichen Ver- 
fahren zu eineni Isonitril der Formel V umgesetzt wird. Derartige iibliche Verfahren zur Umsetzung von Verbindungen 
der Formel Vm zu Isonitrilen derFonnel V sind z. B. in W.P Weber, G.W. Gokel, Tetrahedron Lett. 1972, 1637; W.P. 

5 



JNSDOCID: <DE_ 19720165A1J_> 



10 



15 



20 



25 



30 



35 



40 



45 



50 



55 



DE 197 20 165 A 1 

Weber G.W. Gokel. I.K. Ugi. Angew. Chen, 84. 587 (.972); Angew. Chen, In, Ed. Eng.. 11. 530 (1972) beschriebe, 

ncr Vcrbindung der Fonnel IX umgcsetzl: 
[Up- NRPG] a 

I 

PGNR-K n -Q- Y m -NHCHO ( IX ) 
I 

[W 0 -NRPG] b 

bindung der Fonnel DC zu einer Verb.ndung derFormel V ist em ^^f^ U ^ Walborsky G.E Niznik, J. Org. 
jes. Pham.azie 11, 409 (1956); I. Ugi R. Meyr. ^^^^^^^^^^Ob^uTLn^ 
Chen, 37, 187 (1972); ?.VgTinisoniiile (Lnti^ ; L Ugi (Ed.), 

SemfctS Net 5 Y^n'don Wl 9 beschn'eben. E^'vorzugt werden dabei Phosphoroxychlond und erne gee.g- 
nere Base wie Triethylamin oder Diisopropylamin eingesetzt. 

I e.ner weileren Ausfuhrungsfonn wird ausgehend von Verbindungen der Fonnel X 

Up-T a 
I 

M-K n -Q-Y m -NH 2 (X) 
I 

wobe,d,ll^^ 

myliert, ansehlieBend e,ne oder mehrere der ^"°P™"? "^ten nach einem UbUchen Verfahren in eine oder meh- 
Hydroxyfunktionen, bevorzugt Chlor, Brom und Hydroxy! J™ n ^^n die entsprechenden Amine konvertiert 
rere Azidfunktionen umgewandelt, diese Az.de nach einem ubl.chen ^erfahre ^ VerWndungen der Formel IX zu gelan- 

Alkyl: Keuenlang. CI b»C uMen M„i<m) oto »»s»bsdud« 

C^S^TggSbtV^^fSScS, Site b=»o™ g , C3 « C7. » 05. C6 

AS'l'bi^ 5. vorzug.v.ei.e 1 od. 2 ko.jugtob ode, nich, ko„jugi«„. Dr.ifachbindungen =„,l,»l,=„d« S Alkyl ode, 

Cycloalkyl, . oii-Hrio* Heterocvclen wie z. B. substituiertes (wie unten detiniert) 

Heterocyclus: 3-7gliedrige, vorzugswe.se 5 oder 6 ^^^teSn Azeiidin. Tetrahvdrofuran, Dihydrofuran, 

oder unsubslituiertes Oxiran, Thi.ran, Az.nd.n Oxaz ^ ^ Tfeetan ^ £ taidazolid.n, Oxazoli- 

Tetrahydrothiophen, Dihydroth.ophen, Pyrrohd.n, ^^^^^Sp^ Tetrahydro.hiopvran, Piperidin, 

uSenes (wie unten definiert) oder unsubstituiertes Benzol, Naphthalin, Anthrazen, Biphenyl, Triphenyl, 

Azulen, Ferrocen, Cyclopropenyliun, H-iemcvclen mil 1 2 oder 3 Heteroatomen wie z. B. substituier- 

Heteroaroyl: 5-6gliedrige heterocycUsche ^^^^^^^Clrn^O^^'m^l^TA^U 
tes (wie unten defin.ert) Pyrrol, ^^^Sf^ I^in, Pyrylium. Thiapyrylium, Pyri- 
1,2,4-Oxadiazol, ^T^^.J^ffSSSnT? 5 TriazTn ,2,3,4-Tetrazin, 1,2.3,5-Tetrazin, 1,2,4,5-Tetrazin, 
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Anthranil, Benziniidazol, Benzoxazol, Bcnzolhiazol, Benzotriazol, Chinolin, Isochinolin, Benzopyrylium, Thiabcnzop- 
yrylium, Acridin, Benzo|g]chinolin, Bcnzo|glisochinolin, Benzofclchinolin. Cinnolin, Phthalazin, Chinazolin, Chinoxa- 
lin, Phenazin, BenzoIg]cinnolin, Benzo[g]chinazolin, Benzo[.g]chinoxalin, 1,5-Naphlhyridin, 1 ,6-Naphthyridin, L7- 
Naphihyridin, 1 ,S-Naphthyridin, 2,6-Naphthyridin, 2,7-Naphihyridin, 1 ,7-Phenanthrolin, 1 ,8-Phenanthrolin, 1,9-Phen- 
anthrolin, 1 ,10-Phenanthrolin, Indolizin, 4H-Chinolizin. Carholin, Ergolin, Purin, Ptcridin, Alloxazin, Flavin, 5 
Subsiitucnt oder "subsliiuicrl mil": -H, -OH. -R a . -O-, (Cyclo-)Alkyl, -O-Aryl, -O-Heteroaroyl, -O-Hcterocyclus, -NH 2 , 
-NO? -CN, -N 3 , -CNR a NR b R c , -NR a R b , NR a R b R c + , Fluor, Chlor, Broin, a-, b-, bis w-Aniinosaurcester, -NR a COR b , 
-NRaCOXRb (X = -O, -NR, -PO 0 -> 34R* -SOb i^R, -Nl^ a NR b R c ), -COR a , -COOR a , -OCOOR a , -CONR a R b , -OCON- 
R a R b , -NRCCONK a Rb. -R a -OR b , -R^-NR a R b , -R a -S-R b , -R a -SO-R b , -R a -S(0) 2 -R b , -0R a -O-R b , -NR a R b -0-R c , -S0 2 R a , 
-SO { , 3 4Ra-0-R b , -COR a -OR b , -COOR a -OR b , -OCOR a -0-R b , -OCOOR a -0-R b , -NR b COR a -0-R b , -CONR a R b -0-R c , io 
OCONR a R b -OR c , -NRcCONRaRb-O-1^,, -NR a COR b -0-R c , -OR a -S-R b , -NR a R b -S-R c , -Sdo^Ra-S-Ri,, -COR a -S-R b , 
-OCOR a -S-R b , -OCOR a -S-R b , NR a COR b -S-R c , -CONR a R b -S-Rc, -NR a CONR b R c -S-R d , -OR a -NR b R c , - NR a R b -NR c R<i , 
-SO l , 34 R b -NR b R c , -COR a -NR b R c , -COOR a -NR b R c , -OCOR a -NR b R c . -OCOOR a -NTR b R c , -NR a CONR b R c -NR d , 
- NR a COOR b -NR c R d , -OCONReRh-NRcRd, -NR a CONR h Rc-NHR d , -Nl^ a COOR b -NR c R d , -POOR a OR b , 
-NR c POOR a OR b , i* 
wobei R a , R b , R c und R<i unabhangig voneinander wie obcn definiert (Cyclo-)Alkyl, Alkenyl, Akinyl, Aroyl, Heteroaroyl, 
ein Heterocyclus, Aralkyl, Aralkenyl oder Perhalogenalkyl sein konnen und wobei R a , R b , Rc und R d substituicrt sein 
konnen. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren bet.rifTt also die Herstellung von Mono-, Oligo- und Polymcren, die Nucieobasen als 
Seitengruppen aufweisen, insbesondere von Peptide Nucleic Acid (PNA) und deren Varianten mittels Multi Komponen- 20 
ten Reaktionen (MCR's), speziell MCR's auf Iscyanid-Basis wie der TJgi-Reaktion. Dabei wird nicht wie bei herkomm- 
lichen Verfahren auf Monomere zuruckgegrifren sondern mil kleineren Bausteine als bisher ublich gearbeitet, sog. Sub- 
monomeren. Das hier vorgeste-Ute Verfahren erlaubt. eine verbesserte Synthese der bisher beschriebenen PNA Varianten 
und v.a. die rasche Synthese neuer bisher nicht beschriebener Varianten mit potentiell verbesserten und/oder neuen Ei- 
genschaften. Aufgrund der Multikomponenten-Natur dieses Verfahrens ist der gleichzeitige Einbau vieler verschieden 25 
gearteter Reste in quasi koiiibinalorischer Manier z. B. in das Polyamid-Ruckgrat der PNA, sowie mil geeignelen weiler 
untcn beschriebenen Synthcscbaustcincn der Aufbau von (PNA) 2 -, (PNA (DNA)-, (PNA)(RNA)-, (PNA)(Pcptid)-, 
(PNA) 2 (DNA)-, (PNA)((Oligo)Saccharid)-, (PNA) 2 (DNA) (Peptid)-Chimaeren etc., sowie der Aufbau von veranderten 
PNA-Polymerruckgraten wie z. B. Thioamiden moglich. Nach deni beschriebenen Verfahren hergestellte kiirzere Oligo- 
mere oder gar Monomere sind potentiell pharmakologisch oder agrochemisch relevante Wirkstoffe. 30 

Das hier beschriebene Verfahren beruht auf Isocyanid-gestiitzten Multikomponenten Reaktionen (MCR's) voni Typ 
der Vier Komponenten Kondensation oder Ugi-Reaktion (Isocyanide Chemistry, (I. Ugi, ed.), Wiley, New York. 1971; I. 
Ugi, R. Karl, in: Comprehensive Organic Synthesis), (B.M. Trost, C. H. Heathcock (ed.) ; Vol. II, 1083-1109, Pergamon 
Press, New York 1991). In dieser Reaktion reagieren die vier Eduktkomponenten Isocyanid, Oxoverbindung (Aldehyde 
oder Ketone), aminartige Verbindungen (z. B. Ammoniak, primare Amine, sekundare Amine, Hydrazin und Derivate, 35 
Hydroxylamin und Derivate) und geeignete Saurekomponenten (z. B. Carbonsauren, Kohlensaurernonoester, Wasser, 
Thiosulfat, Selenwasserstoff, Stickstoffwasserstoffsaure, Cyansaure, Thiocyansaure) zu einheitlichen Produkten, deren 
zentrales Grundgeriist wesentlich von der Natur der Saurekomponente abhangt. Bemerkenswerterweise konnen die Re- 
ste der einzelnen Komponenten ohne Reaktivitatsverlust in weiten Grenzen variiert werden. So reagieren sterisch an- 
spruchsvolle oder kleine, aromatische, heteroaromatische wie auch aliphatische oder heterocyclische, elektronenzie- 40 
hende oder elektronenschiebende Edukte gieichermaBen in der Ugi Reaktion. Verwandte auf Isocyaniden basierende 
MCR's sind die Passerini Reaktion (I. Ugi in, Isocyanide Chemistry, (I. Ugi, ed.), Wiley, New York, 1971), sowie eine 
Reihe von Heterocyclensynthesen (S. Marcaccini, T. Torroba, OPPI, 143.). 

Mit Hilfe dieses Verfahrens konnen Homo- und Heteropolymere der allgemeinen Formel I wie im Schema I gezeigt 
hergestellt werden. 45 
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Schritt I: 
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Schritt II: 
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30 Schritt III: 



wiederhole Schritt I und II m mal, wobei 
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= A-NH 2 von Schritt I bedeutet 
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Schema I 

Das Vertahren zur Herstellung von Homo- und Heteropolymeren der allgemeinen Formel I ist dadurch gekennzeich- 
ne dat ( v rverschiedene Verbindungen mil geeigneten funktionellen Gruppen gegebenenfaUs synchron gegebenentaUs 
menS n iteTnander umgesetz. werden. Nach dem ers.en Schritt, d. h. der gegebenenfaUs synchron erfolgenden Um- 
s^tzuns der Verbindungen H, HI, IV und V, wird das Produkt des jeweils vorangegangenen Schn.tes dann an S telle der 
VeSung der Formef TT eingesetzt. Urn zu Heteropolymeren zu gelangen, weisen d,e Verbmdungen mch, ,n alien Syn- 
thpQPsrhritten die eleichen Reste oder funktionellen Gruppen auf. . 
"to , der unter Formel I gezeigten Verbindungsklassen kann auf Oberflachen, tn flusstger Phase oder an po- 

lvmeren Tragem durchgefuhrt werden. . 

Die Svnthese der Verbindungen der Forme! I kann weiter auf sogenannten Chips ertolgen. 
daSrw'rdSJb hergestlllt, auf dem in einem ers.en Bereich erne Verbindung, ausgewahlt aus Verbtndunge , der 
FonneTi III, IV und V, aufgebracht wird, die Schu.zgruppen aufweisen, welche nut Aktwatoren entfemt werden kon- 

dteser Schritt gegebenenfaUs auf anderen Bereichen der Oberflache jeweils mi. eine, anderen der (eine) entsprechende 
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Schutzgruppe(n) aufwciscnclen Verbindungen II, III, IV unci V wiedcrholu 

cin Bcreich des gegebenenfalls cine odcr niehrere der Verbindungen II, III, IV und V aufweisenden Oberflache einem 
Aktivator ausgesctzt, urn mindesiens eine Schutzgruppe zu entlernen, 

dieser Bcreich einer Verbindung der Fonnel II, III, IV odcr V ausgesetzt, die wiederuni cine lichtempfindliche Schulz- 
gruppe aufweist, 5 
und dieser Schrin gegebenenfalls in anderen Bereichen mil einer beliebigen Kombination der Verbindungen der Fonnel 
II, III, IV und V wiederholen. 

Das Substrat kann dabei ein polymcrisiertcr Langinuir Blodgcttfilm, cin funktionalisiertes Glas, Gernianiuni, Silizium, 
Polynierc, (Poly-) Tetrafluorclhylen, Polystyrol, Galliumarsenit oder Konibinaiioncn davon sein; 

als Aktivaioren kommen lonenstrahlen, Elekironenstrahlen, y-Strahlcn, Rontgensirahlen, Uliravioletic Sirahlen, Licht, 10 
Infrarotstrahlcn, Mikrowellen, elektrische Sf route, Radiowellen und Konibinaiioncn davon in Belracht. 

Als lichtempfindliche Schutzgruppen kommen z. B. on o- Ni t robe nzylderi vale, 6-Nitroveratryloxycarbononyl, 2-Ni- 
t.robenzyloxycarbonyl, Zinnanioylderivalc und Gemische davon in Belracht. 

Weiter wird bzgl. der zu verwendenden Substrate der einzusetzenden Aktivatoren, der lichtcinpfindlichen Schulzgrup- 
pen und der Bcdingungen, bei denen die einzelnen Schritle durchgefuhrt. werden, auf die folgcndcn Druckschriften voll 15 
inhaltlich Bezug genonimcn: WO 90/15070, WO 91/07087, WO 92/10092, EP0 728 520. 

Vorteile von PNA-Chips gegenuber DNA-Chips sind u. a. die wesentlich bessere Erkennung von Mutationen in der zu 
untersuchenden DNA, sowie die groBere St.abilit.al von PNA-Chips vcrglichen mil DNA-Chips. 

Der Aufbau eines DNA- oder RNA-Stranges in A erfolgt nach den dem Fachmann bekannten Verfahren, wie der Trie- 
ster-Methode, der H-Phosphonai-Methode oder Phosphoamidit-Meihode, bevorzugt nach der Siandard-Phosphoamidit 20 
Methode nach Caruthers (M. H. ("arulhers et al., J. Am. (^hem. Soc, 103, 3185 (1981)). Als Linkerbaustein zur Verbin- 
dung zur herkomnilichen in Schema I synthetisierten PNA kann folgende Verbindung dienen: 



HO NPG 




25 



wobci x cin gegebenenfalls substituicrtcs Alkyl, Cycloalkyl, (Cyclo-)Alkcnyl, (Cyclo-)Alkinyl, Aroyl, Hctcroaroyl, odcr 
Heterocyclus bedeutet 

PG eine Schulzgruppe ist, die mit einem synthetisierten DNA- oder RNA- oder sonstigem Antisense Polymer Strang 
kompatibel sein muG, und z. B. Dimethoxytrityl, Fmoc, Moc, 5-Dimethoxybenzylcarbamat, o- oder m-Nitxophenylcar- 30 
bamate wie Nvoc oder 3,4-Dimethoxy-6-nitrobenzylcarbamat oder Phenyl(o-nitrophenyl)methylcarbamat bedeutet. 

Der Aufbau eines Peptidstranges in A erfolgt nach den dem Fachmann bekannten Verfahren, wie der Merrifield Me- \ 
thode (E. Alherton, R. C. Sheppard, Solid Phase Peptide Synthesis - A Practical Approach, IRL Press, New York, 1989). 
Als Linkerbaustein zur Verbindung zur herkomnilichen in Schema I synthetisierten PNA kann jede naturliche oder syn- 
thetische N-geschiitzte Animosaure dienen. Nach Abspaltung der Schutzgruppe wird im AnschluB an den Peptidstrang 35 
ein PNA-Strang nach der im Schema I skizzieren Methodik hergestellt. 

Der Aufbau eines Oligosaccharidst ranges in A erfolgt nach den dem Fachmann bekannten Verfahren, wie z. B. der 
Schmidtschen Trichloracetimidat-Methode oder der Ringoffnung von Epoxiden (P. Collins, R. Ferrier, Monosacchari- 
des, Wiley, New York 1996, 415-430). Als Linkerbaustein zur Verbindung zur herkommlichen in Schema I synthetisier- 
ten PNA kann z. B. 40 



HY NPG 

wobei X ein gegebenenfalls substituiertes Alkyl, Cycloalkyl, (Cyclo-)Alkenyl, (Cyclo-)Alkinyl, Aroyl, Heteroaroyl, 45 
oder Heterocyclus bedeutet, 

Y ein Nucleophil wie S, O, NR mit R = ein gegebenenfalls substituiertes Alkyl, Cycloalkyl, (Cyclo-)Alkenyl, (Cyclo- 
)Alkinyl, Aroyl, Heteroaroyl, Heterocyclus oder -CHPL bedeutet, wobei P und L unabhangig voneinander -CN, -NC, - 
COOR, -PO(OR) 2 oder -S0 2 R bedeuten, 

PG eine Schutzgruppe ist, die mit einem synthetisierten Oligosaccharid Strang kompatibel sein muG, und z. B. Dime- 50 
thoxytrityl, Fmoc oder Pmoc oder Nvoc bedeuten. 

Die Gruppe X in der Fonnel V kann Ausgangspunkt fur eine weitere DNA-, RNA-, PNA- oder Peptid- oder eine an- 
dere Oligomer- oder Polymer-Synthese sein. 

Der Aufbau eines DNA- oder RNA-Stranges in X erfolgt nach den dem Fachmann bekannten Verfahren, wie der Trie- 
ster-Methode, der H-Phosphonat-Methode oder Phosphoamidit-Methode, bevorzugt nach der Siandard-Phosphoamidit 55 
Methode nach Caruthers (M. H. Caruthers et al., J. Am. Chem. Soc, 103 3185 (1981)). Als Linkerbaustein zur Verbin- 
dung zur herkomnilichen in Schema I synthetisierten PNA kann z. B. folgende Verbindung der allgemeinen Fonnel CN- 
X-NPG dienen: 



60 



NHFmoc 



wobei die Hydroxygruppe als Anker fur die folgende RNA/DNA oder Phosphothioat Antisense Synthese dient. 

Der Aufbau eines Peptidstranges oder eines weiteren PNA Stranges in X erfolgt nach den dem Fachmann bekannten 65 
Verfahren, wie der Merrifield Methode (E. Atherton, R. C. Sheppard, Solid Phase Peptide Synthesis - A Practical Ap- 
proach, IRL Press, New York, 1989) bzw. der in Schema I beschriebenen Methode (PNA). Als Linkerbaustein kann jedes 
Isocyanid mil einer geschutzten Aminfunktion wie z. B. folgendes trifunktionelles Isocyanid der allgemeinen Formel 
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CN-X-NPG dienen: 

N > 

BocHN ^ — NHFmoc 



10 



15 



20 



25 



30 



35 



Nach vollzogener Ugi Reaktion mil dem Isocyanid wird z. B. die Fmoc Schutzgruppe abgespaltcn und ein Peptid- 
ode! PN/VSlrang aufgcbaut. Nach Beendigung der Seitenkctien Synthesc wird durch Abspaltcn dcr Boc Schutzgruppe 
die PNA der Hauptkene wciter synthctisiert. tt , 

Der AulT.au cines Oligosaccharids.ranges in X erfolgt nach den den, Fachmann hekanmenVertahren w,e z. B der 
Schin dtschen TrichloraceUmidat-Methode oder der Ringoffnung von Epoxide* (P. Coll.ns R. Femer, Monosacchari- 
des Wley New York 1996, 415-130). Als Linkerbaus.ein kann z. B. folgendes trifunktionelles Isocyanid der allgemei- 



nen Fonnel CN-X-NPG dienen: 

c ? H 

N^^v^, NHFmoc 



wobei die Glycolysierung an der freien Hydroxyfunktion stattfindet oder folgendes Isocyanid der allgemeinen Fonnel 
CN-X-NPG dienen: 

wobei die Glycolysierung iiber die nucleophile Y-Gruppe stattfindet, 

XsubstituierttsAlkyl,Cycloalkvl.(Cyclo-)Alkenyl,(Cyclo-)Alkinyl.AroyUHeteroaroyl ^Heter^yclus 
Y eSCcShUwie S, O, NR mit R = substituiertes Alkyl, Cycloalkyl, (Cyclo-)AlkenyUC 

teroaroyl, Heterocyclus oder -CHPL ist, wobei P und L unabhangig voneinander -CN, -NC, -COOR, -POCOK), oder 

SO D?rASau n eines DNA- oder RNA-Stranges in B erfolgt nach den dem Fachmann bekannten ' ^ ah ^. ^l™T t 
ster-Methode der H-Phosphonat-Methode oder Phosphoamidit-Methode, bevorzugt nach der Standard-Phosphoanudit 
Methode nach Caruthers (M. H. Caruthers et aL. J. Am. Chem. Soc, 103 3185 (1981)) Als Ltnkerbaustetn zur Verbtn- 
TngTur herko^nmlichen in Schema I synthetisierten PNA Synthese kann z.B. folgende Verbtndung der allgemeinen 
Formel CN-X-NPG dienen: 



40 HO NPG 

wobei X substituiertes Alkyl, Cycloalkyl, (Cyclo-)Alkenyl, (Cyclo-)Alkinyl, Aroyl, Heteroaroyl oder Heterocyclus be- 

PG eine Schutzgruppe ist. die mit einem synthetisierten DNA oder RNA oder sons.igem Antisense Polymer Strang kom- 
SbeTseS , S und z. B. Dimethoxytrit'yl, Fmoc, Moc, 5-Dimemoxybenzylcarbamat, oder o- un ^m-N'trophenylcar- 
bamate w!e Nvoc oder 3,4-Dimethoxy-6-nitrobenzylcarbamat oder Phenyl(o-nitrophenyl)methylcarbantat bedeutet, wo- 
bei die Hydroxygruppe als Anker fur die folgende RNA/DNA oder Phosphothioat Antisense Synthese dient. 

FSssigptasenyerfahren werden beyorzugt zum Aufbau kurzerer aber groBer Mengen yon Ohgomeren herangezogen 
wS pSphasenverfahren fur den Aufbau langer und kleiner bis groBer Mengen yon Ohgomeren geeignet sind und 
Oberflachenverfahren fur den Aufbau langer und kleiner Mengen von Ohgomeren geeignet sind. 

Experimentelle Bedingungen der Flussig-Phasen Synthese 

In fliissiger Phase wird die Aminkomponente mit der Oxokomponente, der Saurekomponente und einer geeignet sub- 
sti Sen Sngeschutzten Isocyanoan^komponente entsprechend dem ^^^SSS^SSSlS. 
dabei ie ein Aquivalent der vier verschiedenen Komponenten zueinandergegeben und damit zur Reakt K>n gebrach . Vor 
SSSfl ist auch die Amin und die Oxokomponenten zur Schiff schen Base yorzukondensieren. Als Losungsm utel e.ge- 
nen sth aprotisch polar wie unpolare sowie protisch polare. Aufgrund der Los i chke.tseigenscha ten .^r Nucteoba 
saurekomLienten eignen sich y.a. protische wie protisch polare Losungsm.ttel w.e z. B. Alkoho e wie Wasser, Metha- 
nol F.h 3^opano 8 ,, Fthvlenglycol, Glycerin, Trifluorethano. und aprotisch polare T^sungsmutel w,e 7 B. Pyridin, 
N-Methybnorpholin, Methylenchlorid, Chlorofonn, Dimethylformamid, Dimethylsulfoxid, Acetomml, Ethylenglycol- 
dimethylether P oder auch Mischungen derselbigen wie z. B. Ethylenglycoldmiethy ether/Glycenn 
bildung fordernde Losungsmittel wie Trime.hylorthofonniat. Acyherungskatalysatoren wie z^B. Pyrid n oder 4-D m te 
thylaminopyridin erweisin sich als reaktionsfordemd bei der Ugi Reaktion. Auch Lewis Sauren wi ZnCJ s TiCU 
ZrCP^Cl, usw. erweisen sich als reaktionsfordemd bei der Ugi Reaktion. Die Reakuonstemperatur kann -20 C und 
+100»C beyorzugt jedoch 10-40°C betragen. Die Reaktionszeit betrag, je nach Reakn vitat der Komponenten Sekunden 
Ms mehrere Tag" Vorteilhaf, wird die Ugi Reaktion konzentriert durchgefuhd, d. h. die Konzentrationen der Einzelkom- 

ponenten betragen 0.1M bis 4M. 
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Experimentclle Bedingungen der Fesi-Phascn Synihese 

Polynierc fur die Fesi-Phasen Synihese von Nucleobasenpolynieren konnen z. B. Polystyrol, Polyethylcnglycol, Poly- 
ethylenglycol-Polystyrol Copolyniere, Polyacrylamid, Conirolcd Porous Glass (CPG), Teflon, Polyclhylen, Polypropy- 
len. Nylon, Cellulose sein. Geeignete Linker sind z. B. Aminomethyl, 4-Methylbenzhydrylamin (MBHA), 4-(2\4'-Di- 5 
nicihyloxyphenyl-Fiiioc-aininonieihyO-phenoxyacciainido-norlcucylaniinonicihyl (Rink Amide AM), 4-(2 , .4-Diniethy- 
loxyphenyl-Finoc-aniinonitMhyl)-phenoxyaceianndo-norlcucyl-MBHA (Rink Amide MBAH), 4-(2\4'-Dimeihylox- 
yphcnyl-Fniocaniinomelhyli-phcnoxy (Rink Amid), 9-Fmoc-amino-xanihcn-3-yIoxy (Sieber Amid), Hydrazine-2-chlo- 
roiriiyl,4-SulfamyI benzoyl AM, 4-Sulfamylbutyryl AM, Bis-(2-aminocthyl)-elhertrityl, l,3-Bis-(aminomethyl-phenyl- 
irityl, oder mil N-terminal geschuizten Aminosauren beladene Harzc. iu 

Die Eduktc der Synihese konnen in vcrsehicdensten im vorhergehenden Abschnitl genannlen, mil den Quelleigen- 
schaften der Polymere kompaiiblen Losungsmilteln vorliegen. Bezogen auf die Beladung des Polymer werden die 
Edukie im 2-20-fachen UherschuG eingeset/t. Auch Lewis Sauren wie 7.nCl 2 , T1CI4, 7xCp 2 Cl 2 usw. erweisen sich als re- 
aktionsfordcrnd bei der Ugi Reakiion. Die Reaktionstemperatur kann -20°C und +100°C, bevorzugl jedoeh 10-40°C bc- 
tragen. Die Rcaklionszeit betragt jc nach Reaktiviiat der Komponenten Sekunden bis mehrere Tage. Vorleilhaft wird die 15 
Ugi Reakiion konzenlrierl durchgefiihrt, d. h. die Konzenlralionen der Einzclkomponenlen belragen 0.1M bis4M. 

Experimentclle Bedingungen der Synihese an Oberflachen 

Die Oberflachen miissen durch Linker fur die Polymersynthese modifizierl werden. Mogliche Oberflachen sind z. B. 20 
(ilasoberflachen, Polynieroberflachen wie Teflon, Polyethylen, Polypropylen, Nylon, (Cellulose, Vorteilhaft werden uber 
cinen Linker Photoschulzgruppen auf der Oberflache angebracht. Durch Entfernung der Schulzgruppen eines selektiven 
Bereichcs der Oberflache kann mil dem in Schema I beschrieben Verfahren zum Aufbau von PNAs begonnen werden. 
Vorleilhaft sind alle Schulzgruppen der einzelnen Komponenten Photoschulzgruppen wie in nachfolgender Abbildung 
gezcigl. -5 

Vortcilc und mogliche Anwcndungcn der bcschricbcncn Erfindung 

Das hier vorgcslcllic Verfahren zur Herstellung von Polymeren mil Nucleobasen als Seilengruppen unter Anwendung 
von Multikornponcnicn Reaktionen ubertrifft in der Syntheseeffektivitat und der Zuganglichkeit neuer PNAs alle bisher 30 
bcschricbcncn Verfahren. Die bisher beschriebenen PNA Varianten besilzen viele Nachleile fiir eine Anwendung als An- 
tisense und Antigene Wirkstoffe. Am effektivsten kann nach neuen verbesserten Varianten mil dem hier vorgeslellten 
Verfahren gcsuchl werden. Da bei bisherigen Verfahren uber mehrere Stufen herzustellende Monomere zu den PNAs po- 
ly mcrisicrl wurdcu ist die Variation seffekti vital verglichen mil dem hier vorgeslellten Verfahren wesentlich geringer. Bei 
dem vorgcstclllcn Verfahren wird eine Monomereinheit aus vier verschiedenen Komponenten in einem Schritt herge- 35 
stclli. Da die Iidukte der Ugi Reaktion in groBer Vielfalt kommerziell erhaltlich sind oder einfach in ein bis zwei Stufen 
aus kommer/iell erhalllichen Verbindungen leicht zuganglichen sind konnen in der gleichen Zeit bei vergleichbarem 
Aufwand wesentlich mehr Varianten hergestellt werden. 

I Jber das hier vorgcsicllle kombinatorische Verfahren dargestellte Monomer oder Di- und Trimere konnen potente Vi- 
rostatika oder Caneerostatika dargestellt werden. 40 

Beispiele 



Die verwendcicn Abkiirzungen sind nachfolgend aufgelistet. 
Alloc: Allyloxycarfoonyl 
Boc: tcn.-Buivloxycarbonyl 
B0C2O: Pyrokohlensaure-di-terl.-butylester 
DCM: Dichlonnethan 
DMF: Dimethyl form amid 
Dmt: 4,4'-Dinicthoxytriphenylinethyl 
Fmoc: 9-FIuorenylmethoxycarbonyl 

FmocONSu: N-(9-Fluorenylmethoxycarbonyloxy)-succinimid 

Mint: 4-Methoxytriphenylmethyl 

Moz: p-Methoxybenzyloxycarbonyl 

Pixyl: 9-(9-Phenyl)xanthenyl 

TBDMS: tert.-Butyldimethylsilyl 

TFA: Trifluoressigsaure 

Trt: Triphenylniethyl 

Z: Benzyloxycarbonyl 
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Allgemeine Vorschrifi. zur Synihese der 2-Tritylamino-ethyliso-cyanidreste (X) 

Darstellung der 2-Triiylethylen diamine 

Zu 12.20 g (200 mmol) Elhylendiamin in 500 ml THF werden bei RT langsam 40 mmol des jeweiligen Tritylchlorides 65 
(Triphenylmethylchlorid, 4-Methoxytriphenylmethylchlorid, 4 : 4 , -Dimethoxylriphenylmethylchlorid) > welches in 
500 nil THF gelost wurde, getropft. Danach wird 12 h bei RT geruhrt, das Losungsmittel am Rotations verdampfer ent- 
fernt, der olige, leicht gelbe bis orange Ruckstand in 500 ml Essigester aufgenommen und je dreimal mil 250 ml gesat- 
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tig ,er Na.nu.nchlorid.asung ex.rahier,. Die organise!* Phase wird mi, ^^^^ ^ Bn ' fernen ^ 
sungs.nit.els wird das jeweilige An.in als Ol bzw. Schaum .n Ausbeu.en von 50-95 A, crhal.cn. 
N-Tritylethylendiamin 

5 Rp= oS^DC^MeOH 5:1, v,v); Spot farbt mil Ninhydrinspray bzw. mil HCl-Dampf) 
N-(4-Mononiethoxyiriiyncthylcndiainin 

R^aS^S&H 5:1, v,v); Spot ffirbi mil Ninhydrinspray bzw. mil HCl-Dampf) 
N-(4,4'-Dimethoxyirityl)ethylendiamin 

10 R^O^^^ 5:1, v,v); Spot tarbt mil Ninhydrinspray bzw. mil IICl-DampO 

Darslellung der 2-TrityIanrinoethylformamiric 

riger, gelber bis Granger Schaum erhalten. Die Ausbeuten liegen zwischen 80 und 95 7o. 
2-Tritylaniinoethylfonnamid 

Rp= 0.87%c]^eOH 5:1, v,v); Spot farbt mil Ninhydrinspray bzw. mil HCl-Dampf) 
2-(4-Monomethoxytrityl)aminoethylformamid 

^5 6.78-7.49 (m, 14H); 8.17 (s, 1H). 

-38^fS SSW 70.2 (Q; 113.2 (CH); 126.4 (CH); 127.9 (CH); 128.3 (CH); 129.7 (CH); 137.8 

(C); 145.9 (C); 158.0 (C); 164.7 (CHO). 
2-(4.4 , -Pimethyoxytrityl)aniinoethylfonnamid 

30 C94H76N2O3 (390.49) . . ;fW m 

R^= 6.92 (DCM/MeOH 5:1, v,v); Spot farbt mil Ninhydrinspray bzw. mit HC1) 

Darstellung der 2-Tritylaminoethylisonitrile 
Abzichen des Losungsmittels rcsultieren die jeweihgen Isonitnle ais Schaum in 85-95 7o Ausbeute. 



15 



20 



2-Tritylaminoethylisocyanid 
C22H20N2 (312.42) 



RjL 0 2 °90 2 (DCN1^4eOH 5:1, v,v); Spot farbt mit Ninhydrinspray bzw. mit HCl-Dampf) 
2-(4-Monomethoxytrityl)aminoethylisocyanid 

45 R^Sq^MMH 5:1, v,v); Spot farbt mit Ninhydrinspray bzw. mit HCl-Dampf) 
2-(4,4 , -Dimethyoxytrityr)aminoethylisocyanid 

^ofMS^OU 5:1, v,v); Spot farbt mit Ninhydrinspray bzw. mit HCl-Dampf) 
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Allgemeine Vorschrift zur Synthese der N-Acylethylisocyanide 
N-(tert.-Butyloxycarbonyl)ethylendiamin 

einrotiert. Es resultieren 36 g eines Ols (90% bez. auf Boc 2 0). 

N-(tert.-Butyloxycarbonyl)aminoethylfonnamid 

■>1 8 nimol N-(tert -Butyloxycarbonyl)eth y lendiamin werden in 50 ml Ameisensaureethyl- oder ^thylestei ^gelost 
Pp.: 84-86°C 
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2-(N-!en.-Bu!yloxycarbonyl)a]iiinocthylisonitril 

Die Darsteliung des Isonilrils erfolgt nach o.g. Vorschrifl. 

Es resullicrt nahczu quamitaiiv cin OK etas allmahlich auskrisiallisiert. 
1 H-NMR (250 MHz, CDC1 3 ): 1.42 (s, 9H, CH 3 ), 2.92 (m, 2H, CH,), 3.40 (m, 2H, CH?) 5.00 (s, 1H, NIT). 5 
l3 C-NMR (62 MHz, CDCI0: 28.1 (CH 3 ); 38.1 (1, l J = 7.5 Hz, CH 2 -NC), 39.0 (CH.-NH), 80.0 (C), 155.8 (CO), 156.2 (t, 
l J = 5.5 Hz, NC). 

Nach obigen Vorschriften werden fclgende Vcrbindungen in analoger Weise hergestellt: 

3-(N-tert.-Butyloxycarbonyl)aminopropylisonitril 10 

1 H-NMR (250 MHz, CDCI3): 1 .44 (s, 9H, CH 3 ), 1 .89 (m, 2H. CH?), 3.26 (q, 2H, 3 J = 6.2 Hz, CH 2 ), 3.46 (m, 2H, CH 2 ) 
4.92 (s, 1H, NH). l3 C-NMR (62 MHz, CDCI 3 ): 28.2 (CH 3 ); 29.4 (CH,), 38.1 (t, l J = 7.6 Hz, CH 2 -NC), 39.0 (CH-NH), 
79.4 (C), 155,9 (CO), 156.4 (t, l J = 5.3 Hz, NC). 

15 

6-(N-tert.-Bulyloxycarbonyl)aminohexylisonitril 

1 H-NMR (250 MHz, CDCI3): 1.36 (m, 6H, CH 2 ), 1.44 (s, 9H, CH 3 ), 1.89 (m, 2H, CH 3 ), 3.27 (in, 2H, CH 2 ), 3.47 (m, 
2H, CH9), 5.02, 4.92 (2s, 1H, NHCO-Rotaniere). 

13 C-NM~R (62 MHz, CDC1 3 ): 28.2 (CH 3 ), 28.3 (CH,), 29.5 (CH 7 ), 30.5 (CH 2 ), 38.2 (t, 2 J = 6.7 Hz, CH 2 -NC), 39.0 (CH 2 - 20 
NH), 77.4 (C), 156.2 (CO), 156.4 (t, 2 J = 5.3 Hz, NC). 

8-(N-tert.-Butyloxycarbonyl)aniinooctylisonitril 

1 H-NMR (250 MHz, CDC1 3 ): 1.31 (m, 10H, CH 2 ), 1.44 (s, 9H, CH 3 ), 1.69 (m, 2H, CH 2 ), 3.11 (m, 2H, CH 2 -NC), 3.37 25 
(in, 2H, CH9-NHCO), 4.57 (s, 1H, NH). 

l3 C-NMR (62 MHz, CDC1 3 ): 26.5 (CH 9 ). 26.6 (CH9), 28.5 (CH 3 ), 28.9 (CH,), 29.0 (CH 2 ), 29.1 (CH 2 ), 29.9 (CH 2 ), 40.5 
(CH 2 -NC), 41.5 (CH 2 -NH), 77.4 (C), 156.6 (CO), 155.9 (NC). 

N-l-(4-MethoxybenzyloxycarbonyL)-N'-2-foniiylethylendiamin 30 

Synthase von N-(4-Methoxybenzyloxycarbonyl)-ethylendiainin nach Vorschrift [L.S. Richter, R.N. Zuckermann, Bio- 
org. Med. Chem. Lett., 5, 1159-1162 (1995)], wobei die organische Methylene hloridphase 2 x mit 100 ml gesattigte 
Kochsalzlosung gewaschen wild. Ausbeute: 7.1 g, 64% (Lit.: 6.0 g, 54%). 

7.1 g N-(4-Methoxybenzyloxycarbonyl)-ethylendiamin werden in 100 nil Ameisensaureethylester 3 Stunden und einer 35 
Spatelspitze 4-Diniethylaminopyridin unter RiickfluB gekocht. Der uberschussige Ameisensaureethylester wird am Ro- 
tation sverdampfer unter Vakuum abgezogen. Der verbleibende Feststoff wird in 100 ml CH 2 C1 2 aufgenommen und mit 
30 ml H 2 0 ausgeschutlelt. Die organische Phase wird mit Na 2 S0 4 getrocknet und unter Vakuum einrotiert. Das verblei- 
bende Ol (6.53 g, 81% Ausbeute) kristallisiert nach einiger Zeit und ist rein genug fiir die weitere Umsetzung. 
1 H-NMR (250 MHz, CDC1 3 ): 3.37 (m, 4H), 3.80 (s, 3H), 5.02 (s, 2H), 5.28 (s, br, 1H), 6.32 (s, br, 1H), 6.87 (m, 2H), 7.27 40 
(m, 2H), 8.14 (s, br, 1H). 

,3 C-NMR (62 MHz, CDC1 3 ): 39,0, 40.6, 55.3, 66.8, 113.9, 128.4, 129.9, 159.7, 161.8, 163.4. 
R f (CH 2 Cl 2 /MeOH 9/1): 0.6. 

N- 1 -(4-Met.hoxybenzyloxycarbonyl)-2-isocyano- 1 -aminoethan 45 

Zu 6.53 g N-l-(4-Methoxybenzyloxycarbonyl)-N , -2-formylethylendiamin (25.9 rnmol) und 10.85 ml Triethylamin 
(78 rnmol) in 100 ml CH 2 C1 2 , temperiert mit einem Eisbad, werden langsam innerhalb von einer 1/2 h 3.97 g POCl 3 
(25.91 rnmol) getropft und das Gemisch weitere 4 h lang bei 0°C geruhrt. Eine waBrige Losung von 5.51 g Na 2 C0 3 in 
40 ml H 2 0 wird langsam bei 0°C zugetropft. SchlieBlich wird noch 1 h lang bei Raumtemperatur geruhrt. Es wird mit 50 
weiteren 100 ml Wasser verdunnt, die organische Phase abgetrennt und die waBrige Phase 2 x mit 50 ml CH 2 C1 2 extra- 
hiert. Die vereinigten organischen Phasen werden mit MgS0 4 getrocknet und unter Vakuum einrotiert. Es verbleiben 
6.0 g (99%) roter Feststoff, dessen Reinheit ausreichend fur die nachfolgenden Reaktionen ist. Eine analytische Probe, 
umkristallisiert aus Ethylacetat, ergibt einen farblosen Feststoff. 

l FI-NMR (250 MHz, CDC1 3 ): 3.43 (m, 2H), 3.53 (m, 2H), 3.80 (s, 3H), 5.04 (s, 2H), 5.50 (s 7 br, 1H), 6.88 (m, 2H), 7.28 55 
(in, 2H). 

l3 C-NMR (62 MHz, CDC1 3 ): 40.2, 41.8, 55.3, 66.9, 114.0, 128.2, 130.0, 156.4, 159.7. 
R f (CII 2 Cl 2 /McOII 9/1): 0.8. 

Bei spiel 1 60 

1 rnmol Thyminessigsaure, 1 rnmol Oxokomponente, 1 rnmol Aminkomponente und 1 rnmol Isocyanidkoniponente 
werden in 1 ml Methanol 24 h geruhrt und das ausgefallene Produkt abfiltriert. Die Ausbeuten konnen erhoht werden, 
wenn das Filtrat zur Halfte eingeengt wird und nochmals einer Filtration unterzogen wird. 

65 
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C 23 H 31 N 5 0 6 

M w : 473.53342 0 95 _ 3 1 (4H in) , 3/77 and 3.93 (2H, 2 x s { retainers}) 4.46, 

TSZmS^lL (fSfHf * «.-7.i («. "0. 7.87 8,3 OH. 2 , , («► 

^'^a^»^.». «-<■ i271 - ,27 4 - ,27 - 6 - i28 - 2 - i2SA " 6l - " 6 - 8, 1421 

150.9.155.5,158.0,164.3,167.2. 
ES-MS: 474.0 (ni + H) + 

Beispiel 2 

■ ; - sss^-^r^ 
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Bcispiel 4 

1 mmol Thyminessigsaure, 1 nimol Oxokomponente, 1 mmol Aminkomponcnte und 1 mmol Isocyanidkomponenle 
wc-rden in 1 ml Methanol 24 h gerUhrt und das ausgefallenc Produki abfiltriert. Die Ausbeuten konncn erhoht. werden, 
wenn das Filtrat zur Halfte eingeengi wird und nochnials einer Filtration unterzogen wird. 5 




10 



15 



20 



Beispiel 5 

25 

Eine Deep Well Mulli Tiler Plate aus Polypropylene ink 1 ml Volumen je Vertiefung wird mil Thyinin-l-essigsaure in 
Methanol und l-Isocyano-2-N-tcrtbutoxycarbonylethan in Methanol jc Vertiefung bestiickt. Die Zcilcn A-H werden mit 
den unten abgebildeten Aminen und die Spalten 1-12 mit den unten abgebildeten Oxokomponenten bestuckt. Die ver- 
schlossenen MTP's werden bei Raumtemperatur geschuttelt und die ausgefallenen Produkte abfiltriert. Zur Erhohung der 
Ausbeuten kann das Filtrat noch zur Halfte eingeengt werden und die nochmals ausgefallenen Produkte abfiltriert wer- 30 
den. Die Produkte wurden durch HPLC-ES, DC und durch l H/ l3 C-NMR charakterisiert. 
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Bestiickung der 96-MTP 

Zeilen mit Aminkomponenten: Spalten mit Oxokomponente: 
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J? 

,NH 2 




NH 2 



E QPNH 2 

F Q m > 

o cr 



"NH2 



1 




„CHO 



,CHO 



X 



OHO 



xWCHO 




CHO 



8 



OXr° 



O HO _/ CHO 



11 




CHO 



OH 



12 



z.B. in Vertiefung H10 befindet sich folgende Verbindung: 
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Beispiel 6 



Herstellung eines Thyminpentamer 




NH 2 



C65H93N21O20 
M w = 1488.56 
HPLC-ESI-MS: entspricht. 

Zur Herstellung dieser Verbindung an Fmoc-Rinkamidharz wird nach folgendem Syntheseschema verfahren: 

1. Entfernen der Fmoc-Gruppe des Rinkharz niit Morpholin. 

2. Schutteln des so behandelten Harzes mil Aceton, Thyminessigsaure und N-l-(4-Methoxybenzyloxycarbonyl)-2- 
isocyano-l-aminoethan in DMSO/DMR 

3. Cappingschrkt mit Essigsaureanhydrid in DMF. 

4. Entfernen der Moz-Schuizgruppe mil 5% Trifluoressigsaure, 2.5% Thioanisol, 2.5% DimercapLoeLhan in 
CH 2 C1 2 . 

5. Neutralisieren mit Morpholin. 

6. Schritt 2-5 4-mal wiederholen. 

7. Abspaltung vom Harz mit 95% TEA. 



1 mmol Thyminessigsaure, 1 mmol Oxokomponente, 1 mmol Aminkomponente und 1 mmol Isocyanidkomponente 
werden in 1 ml Methanol 24 h geriihrt und das ausgefallene Produkt abfiltriert. Die Ausbeuten konnen erhoht werden, 
wenn das Filtrat zur Halfte eingeengt wird und nochmals einer Filtration unterzogen wird. 



l H-NMR (250 MHz/d 6 -DMSO): 1.23 (6H, s), 1.37 (9H, s), 1.75 (3H, s), 2.95-3.17 (4H, m), 4.58 (2H, s), 4.73 (2H, s), 
6.70 (1H, tr), 7.29-7.50 (6H, m), 11.25 (1H, d, thymine-NH). 

13 C-NMR (62.9 MHz): 12.2, 24.4, 28.5, 43.0, 47.4, 49.7, 62.9, 78.0, 108.0, 126.9, 127.5, 128.9, 128.2, 138.8, 142.6, 
151.4, 156.1, 164.8, 169.9, 174.1. 
ES-MS: 502.0 (m + H) + 



1 mmol Thyminessigsaure, 1 mmol Oxokomponente, 1 mmol Aminkomponente und 1 mmol Isocyanidkomponente 
werden in 1 ml Methanol 24 h geriihrt und das ausgefallene Produkt abfiltriert. Die Ausbeuten konnen erhoht werden, 
wenn das Filtrat zur Halfte eingeengt wird und nochmals einer Filtration unterzogen wird. 
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10 



'H-NMR 060 MH^-DMSO): 0.83-.*. (8H. »,), ..37 (9H s), ,.75 (3H. * 2.24 (2H. „.), 2.95-3.17 (4H, ,„,. 4.56 

k^&xruT^zz^^tt^*- ■** 

20 142.1, 142.4, 151.0, 155.5, 157.1, 164.3, 167.7, 172.7. 
ES-MS: 542.0 (m + H) + 

Beispiel 9 

Tcnn Is Fihrat zur Halftc cingccngt wird und nochmals cincr Filtration untcrzogcn w.rd. 
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C9 3 H48N 6 0 7 
M w : 520.67501 

!S!£fSJS3r?S^7. 24.0, 28.1, 44.9, 45.6. 47.9, 49.8, 53.0, 54.4, 55.3, 66,, 77.6, 107.8, 142.3, 150.9, 
155.5, 164.3, 166.9, 167.3, 167.9, 168.0. 
ES-MS: 522(m + H) + 

Beispiel 10 



Ausfuhrung analog den vorhergehenden Beispielen. 
50 Isocyanidkomponente: Msocyano-3-N(tert,Butoxycarbonyl)pro P an 
Oxokomponente: Paraformaldehyd 
Aminkomponente: Benzylamin 

Saurekomponente: N-(p-Methoxybenzoyl)-N 9 -adeninessigsaure 

C 37 H 3 8N 8 06 
55 M w = 630.71 

ES-MS: 632 (m + H) + 
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MeO 




10 



15 



Beispiel 11 

1 mmol Thyminessigsaure, 1 mniol Oxokomponente, 1 mmol Aminkomponente und 1 mmol Isocyanidkomponente 
werden in 1 ml Methanol 24 h geriihrt und das ausgefallene Produkt abfiltrierl. Die Ausbeuten konnen erhoht werden, 
wenn das Filtrat zur Halfte eingeengt wird und nochmals einer Filtration unterzogen wird. 
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C27H28N6O10 

M w = 596.56 



Patentanspruche 

1. Verfahren zur Herstellung von Verbindungen der Fonnel (I) ofTenbart 




-J m 
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Formel I 



dadurch gekennzeichnet, daB Verbindungen der Formel n 
A-NH 2 n 

R r (i ni 
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R 2 -C(0)-R 3 IVund 
C=N-X-NPG V 

in eincm ers.cn Schrill gegebencnfalls gleichzeitig nii.cinander unigcscizi werdcn wiedcrho | t wird 

gegebencnfalls eine odor .uchrere Schu.zgruppcn en.lem. werdcn und d e Reak. on ^ al ' der 

wobci das Produk. des jewcils vorangegangenen Schnl.cs nach den. ers.cn Schn.i ans.cllc der Vrbindung 
Forme. I] eingese.zl wird, 

ein Rest X--NPG der Verbindung V ist, 

Rl-G aus Strukturen der folgenden Formeln ausgewahlt wird: 





M 



T P-^ZH R t S -2 



/ | H S II H ® 

Bl R L " 

wobei die Gruppe R,-U liber einen moleknlaren Sp.ce, liber R, oder R Oder R, mil de, Verbindung der Formel IV 

J.M. T und Z unabhangig voneinander O. S oder NR4 bedeuten . wobei Rj H I^^^^*^ 
n^l (Cyclo-)Alkinyl, Arovl, Heteroaroyl, Heterocyclus oder -0(Cyclo-)Alkyl, -OAroyl, S(Cyclo)Alkyi, cwoy 

Sen Sen DNA-, RNA-, PNA- oder Peptidstrang oder ein anderes Oligomer oder Polymer ,st, 
X die folgende Struktur aufweist: 
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[U-NR 5 PG] a 



! 

-NR--K-Q-Y - 



VI 



[W 0 -NR 5 PG] b 

PG unabhangig voneinander gegebenen falls orthogonale Schutzgruppen wic Aminschutzgruppen aus der Klasse 
der N-Acylderivate, dcr N-Sulfonylderivate, der N-Alkylderivate, der N-Silylderivate, der Carbamate oder der 
Salze darstellen; 

die Reste R 5 unabhangig voneinander Wasserstoffatome, unsubstituierte oder substituierte Alkyl-, Cycloalkyl-, Al- 
koxy alkyl- oder Arylgruppen oder Heterocyclen darstellen; 

die Reste U, W, K und Y unabhangig voneinander unsubstituierte oder substituierte Alkyl-, Alkenyl-, Alkinyl-, Al- 
kanoyl-, Alkoxyalkanoyl-, Cycloalkyl- oder Arylgruppen, unsubstituierte oder substituierte Heterocyclen oder die 
Gruppe NR5 darstellen, wobei R 5 wie vorstehend definiert ist; 

a, b, c, n, o und p unabhangig voneinander eine ganze Zahl von 0-10 vorzugsweise 0-5 sind; 

Q eine unsubstituierte oder substituierte Alkyl-,. Aryl-, Alkenyl-, Alkinyl-, ein- oder mehrwertige Alkanoyl-, Cyclo- 
alkyl-, Alkoxyalkanoyl-, Cycloalkanoyl-, Aroylgruppe oder einen unsubstituierlen oder substituierten Heterocy- 
clus, oder eine der Gruppen NR 5 , P, P(6), P(S), B, BR 5 oder S0 2 darstellt, wobei R 5 wie vorstehend definiert ist und 
die Indices a, b, o und p jeweils enlsprechende Werte aufweisen; 
F eine Oxo, Thio, Seleno oder Iniinogruppe darstellt, und 

J aus den folgcndcn Strukturcn ausgcwahlt wird, wobei dcr obcrc vertikale Strich die Bindung zu R t und dcr untcrc 
vertikale Strich die Bindung zum Stickstoffatom der Hauptkette des Polymers in der allgemeinen Formel I darstellt: 



E-M oder L 



E = L oder M 
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E = M oderZ 
R = OR^, SR5, R^ 



E = M,LoderZ 
F = M 7 L oder Z 



wobei R<5 H, einen Substituent, (Cyclo-)Alkyl, (Cyclo-)Alkenyl, (Cyclo-)Alkinyl, Aroyl, Heteroaroyl, Heterocyclus 
darstellt, mil der MaBgabe, daB mindestens einer der Reste R oder R t in der Verbindung der Formel I ein von einer 
natiirlichen oder synthetischen Nucleobase abgeleiteter Rest ist. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB der Fluoreszenzmarker Fluorescein, Texas Rot, Lissa- 
min Rhodamin, Cyanin oder Rhodamin, die Intercalatoren Psoralen, Acridin, Phenanthrolin, ein Phenanthrolin-Me- 
tall Komplex oder Ellipticin sind, die Antibiotika Endiine, P-Lactame, TeU-acycline, Anthracycline, Polyether, Mi- 
tomycin-artige, Phosphomycin-artige, Macrolide, Bleomycin-artige oder ein Aminoglycosid sind, der Minor 
Groove Binder Netropsin oder Distamycin ist, das Polyamin ein Spermidin-artiges Polyamin ist, das Antisensepo- 
lymer ein DNA- (5' oder 3' verknupft) oder RNA Strang (5' oder 3' verknupft) oder ein Phosphothioat ist, das Peptid 
N- oder C-terminal verknupft isL das Antikorper-Konjugat aus Antikorperkonjugaten ausgewahlt wird, die zellspe- 
zifische Aufnahme gewahren, spezifische Carriersysteme ansprechen oder Rndocytose bewirken, das synthetische 
Polymer CPG, Wang, oder Tentagel ist, die natiirlichen Nucleobasen Adenin, Thymin, Guanin, Cytosin oder Uracil 
sind und die synthetischen Nucleobasen Pseudouracil, 5-Propinyluracil, 5-Hexenyluracil, 5-Ruorcytidin, 5-Hydro- 
xymethyluracil, 5-Methylcytidin, 5-Bromcytidin und Verbindungen der folgenden Formel sind 
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(CR 8 R^ (cRsR^ n (cRsR^ V *n I, 8 % 

• H,rTT Alkvl (Cyclo-)AlkenyUCyclo-)Alkinyl,Aroyl ) 1Tc.croaroyl,nc.c- 
W obeiR 8 undR 9 unabhangigvoneinanderII,AlkyI,^ycio-j 

rocyclus.Chloroder Fluor sind Heleroaroyl oderH ist, undn = 1-20. bevor/.ugt 1-10 und be- 

R l0 = Fluor, Brom. Jod, Chlor. Alkmyl Alkyl. Aroyl Schu.zgruppen aufweisen konnen. 

senders bevorzug. 1-5 is, wobei ^S^S^M^S^S^S^ daB m = ^ vorzU S SWe ' Se 
1 Verfahren nach eincin der vorslehenden Anspruchc, oaaur s 

eineni Chip durchgefuhrt wird. 
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